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　　第1章序　論（Michaelis・Mentenの式）1）’4）
　酵素反町は通常次の如くi表わされる。
　　　　kb　kd　・E十S、台ER→E十P…………・・……・・”　（1）
　　　　k．b
但し簡軍のために基質及び生成物はそれぞれ．1種
目場合について考察することとする。
　最初の酵素濃度（e）及び享1整質二心（So）なる酵素基
質系の反1感1こ際して遊離の基質及び生成物並びに
ER休（Michaelis二合1木）の濃i度変化に関して次の
i速度式が得ら才しる。
＆t　L－kL，s（e－er）＋k－ber　…一・・・・・・…i・b一…’　（；9」）
．一
Qi’？lr　＝k，s　（e－er）＋（k．b＋ka）er　’”・一’’’’’’’’”　（3））
一dр?＝ｋｄ　er　・・・・…一・・・・・・・…一一・・一一・・…一・一・…一・…　（4）
なおこの際吹の関係が成立する。
　s－1－er十P＝s〔〕・・・・・・・・・…　一一■一・・一・・・・…　4一…　■q・・・…　　（5）
器薯＋薯一〇一…・…・…・一一一・（6）
　通常の酵素反慮ではER休の濃度を直接測定し
得ないが故に，これ磐の速度式を実験に対期せし
めるtとは一般に可能でぽない。しかし次の一仮
定をtsくeとにより極めて有用な速度式が誘導さ
れる。
薯一・酬細・………………一・・…（7）
1）　Mieba，elis，　L．　＆　Menten，　M．　L，：　Bioehem．　Z．　49，
　？，3’．”，　（1913，）．
2）　Lineweaver，　E［，　＆　Burk，　D．：　」．　Am，　Chem，　Soe．　56，
　658　（1934）．
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　即ちER体の濃度が一定なる條件であって，こ
の朕態を定常朕態（stationary　state或はsteady　state）
という。（7）式を仮定することに：より次の諸関係が
得られる。
Km一ﾛkd－s（e匠e「）一・一・一…・・（・）
　　ど　　　　　　　・％㌔＋幻（a：活性度）”…一t……（9）
V一q一一一kd　er一走晋・（・一・r）
　　　　　　二k・es＋K、n　一”…’’’’’”……”…’”●（10）
　更に：次の2四三を仮定する。
　s。＞e（濃度條件）一・…一…・…・……・・…（11）
　即ち高基質低酵素濃度條件であって通常の酵素
反慮ぽこの條件を満足する事が多い。
　st＞p（初期二四）………・・■一……・…一……（12）
　即ち充分反感初期の條件であってこれは甑に（3）
及び（4）式におV・ても暗々裡に仮定されている。
　この2條件によりs≒Soと近似的におき得る。か
くしてMichaelis－Menten式が得られる。
V－kle，。辛、m一……・・一・…・…一……（・3）
　低基質高酵素濃度にて実験をll｝融台する場含には
／／1農度Tec｛牛は（11）式1のイ．kりにモ欠）犬：となる。
　s。＜e（濃度條件）…一・一…・……・・一・・一（14）
　この場合には次の諸関係が得られる。
c｝）　Van　Sly．　ke，　D．　D．：　Advanees　in　Enzymology　2，　33
　Cl　9i12），
4）　Sumner，　J．　B．　＆　Myrbi－ek，　K：　The　Enzymes，　1　＆
　II　（New　York，　1951）．
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臨」等e「）一≒・（＄o－er　　　er）e一（・一er≒・）…（・・）
唯一E－flltillln・…一……一一・一・・…（16）
　　　　　　　　V二kdS・e馬……・・・……・・……一・（17）
　基質が2種即ちSA及びSBよりなる反臆ミにおい
ても1種の基質（SA）を充分高濃度に輿えておくな
らば・SBなる基質1種の場合の酵i素反慮と．考えて
上述の取扱いに：て考察し得る。例えば水解酵素の
場合には基質の1種なる水は充分過剰に存在する
ために考慮外におき得るのである。
　反慮開始直後には完常欺態に建する前にerが零
よりある最大値に達する過程が存在しなければな
らないが，通常の酵素反慮ではこの時闘ぱ極めて
小さく，せいぜい2～3分でer三ってaは最大値
に達する。
器哩（誰）一・・｛・一・岡｝
　　＝〔k・一b－fk〔1）｛s！一a（s！十ユ）｝　・・・・・・…　一・・・・…　　（18）
SILLg7・＝li217gs一一．i：s．，，＝S］（kL＋ka）dt
：i　a＝＝　，，S{’@1｛1－exp［一（kL．b＋ka）〈s’＋1）t］　一・・　（19）
（lu　L・’一鵡である）
第1表　木報告にtal用せる諸記号
?????
?????????????????
酵　素
酵素濃度（総）
遊離の酵素濃度
基　旧
基．質の最初の濃度
遊離の基質濃度
！L跡汐物
生成物の最初の濃度
遊離の生成物濃度
Mi¢haelis　金告ぐ｝体
酵素基質錯合体
酵素生成物錯会体
Michaelis錯合体の濃度
ES体の濃度
EP体の濃度
阻害体
［sr［害体の最初の濃度
遊離の阻害体の濃度
酵素ドrL害体の錯合体
EI体の濃度
（正反慮の）Michaelis恒数
K一・n（逆七二の）・Michaelis恒数
Ks
Kp
Klt
??
lcb
k－b
ES体の解離李衡恒数
EP体の解離白川恒数
ER体の解離！1蒐衡帆数
Stl）問の・／瓢恒数
任反庶の）ER体の系1τ1合速境恒数
（正反隙の）ER体の解離速1隻恒数
k一。　（逆反1懸の）ER体の結合遠度’1亘数
k・　（逆反感のIER体の解離速1隻恒数
k，1　（正反臨の）分解恒数
k－d　（逆反懸の）分解恒数
kl　　ES体の結合速度恒数
k－1　ES体の解離速度恒数
k2　　ES一＞EPの速度恒数
k－2　EP？　ESの速胴乱1扱
k3　　EP体の解離速度悟数
k＿3　EP体の結合速度恒数
k4　　EI体の結合蓮度恒数
k－4EI体の解離速度恒数
’K・EI体の解寓櫛鴨恒数
kx　　EI体の分解恒数
a　　活性度
V　　全速度
VM　．最大速度
μ　　活性化エネルギー
」E≒　活性化内：剖ζエネルギー
dH＃　活性化エンタルピー
∠S≒活性化エン1・・ピー
ゴG雫　活性化遊離エネルギー
pH　　水素イオン濃度の逆数の対数
hフk素イオン潤竪1蛙
Vh　ある水素イ！l一ン濃度1こおける冷速度
V・1）L　至適pHにおける速度「
b“pt　Kミ1薗水素で一a一ン｛9慧度
4巻4号 大野一一酵素反慮・機構に関する譜考察　1 223
．第II章Michaelis恒数（：K．T’n），分解恒数（kd），
　　活性化エネルギー（μ）及び活性化
　　　　工ント回ピー（dSt，）3）一・7）・f））
　多くの酵素反慮において観察される種々なる最
初の基質濃度（So）に：おける初期反慮速度（V，の画く
2相性曲線はMi6haelis－Menten式により簡明に
読明される。?
V
〈2）
ぐ1）
So　一一一一
so〈km　；　v　＝＝　E：　・　e　・　su　…’”　・’・・一・　’’’’”　・・’　（i）
酵素濃度は一定なので速度はSoに比例し1次反感
の形式をとる。
　so＞km；　V＝　kd・e　一一・・・…一・・・・・…一・・・・・・・・・…　（2）
速度はSoが充分大きければ一定の最大値を示し，
零癖直慮の形式をとる。この最大速度をVMで表
わすこととする。
　VM＝＝ka’e　・…：・・一・L一・一・一一i一…i・・・・・…一・一一・・・・・…　（3）
VM　lよ酵素濃度に比例する。即ちVHは酵素濃度
を比較する基準となり得る。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　比較的活性度（a）［ま次式にて定義される。
a．　＝E　1＞’1，一＝　e．r　‘rg6TLii’UKIiiT，　’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’”　（4）
、。一K、n　ix・八三ではV一音V・録1・ち・一壱
となる。この関係によりKm値が求められる。実
蜘・酬嫉雌即ち酬蹴1・9詐翻
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1に：とって図示して得られるs字状曲線よりaニー牙
なる点のSoを求める事によりKm値を決定し得る。
多くの酵素反感におv・てK，，，・fi“．　tik大略10－2～1P－5
Mol　liter”一iの範囲内．にあるこ’とが注Uされる（第
2表参照）Q
　K。、は3速度恒数と次の関係を有する。
K．＝一一k－ri汲煤^」‘ci　…，．・，，・，，，．，．，，．．．．．．，．，，，，，，，，，，，　（r，）
M・・h・eli・は働面一・の代り，｛万一・瞳る
定常條件によりMichaelis式を誘尊したのであ．る
が，この際のK阻は次式で表わされた。
K．一Kit一一k奄狽狽k　一・・一・・1＋一・・・…一…i…li一・・一・・：一・…　（6）
これは（5）式においてk－b＞kdなる場合にのみ安
当である。この條件がすべての酵素反慮に適川さ
れ得るかぼ疑閥であって，寧ろその逆の場合が成
立する場合もかなり多い可能性がある。
k－h＜＜kd；　Krn＝　’1’［’‘，”　’’’’”‘’’”i’’’’’’’’’’’’’”　（7）
　分解恒数（kd）は酵素濃度（e）が既知ならば次式に
より最大速度（VM）を測定して求め得る。
ka：＝’M”’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’”‘’一”’”　（s）
　　　e
純縛に分離されその分子量が決定された酵素にお
いてはそのあるMo1濃度の酵素液について分解恒
数を求め得る。この際酵索1分子中に存する活性
中心の数ぽ1個であると仮定されているが，蔚し
数個存する場・合には前述せる種々の反胃速度式中
の酵素濃度1‡軍にMol濃度でぱ不充分であって次
式により表わされねばならなV・。
　酵索濃．度（e）＝（Mo1濃i度）x
　　（1分子中の活性中心数）・…・……………・（9）
　現在まで結品状に分離され，その分予量の深定
された酵素は恥く少数に過ぎず，また1分子中の
活性中心の数が決定されたものば更に少ないので
二ってまたkd値の明確に決メ三され得た酵素反慮
も極めて僅かに過ぎない。第3表に掲げられたk・1
値は多くの場合使用された酵素製品を糸屯粋なるも
のと仮定し，分了・量の決定されていないものには
推定分了・量を輿えて求めたものである。kd値が決
定されるならば種々の材料例えば珍話や珀L液rl・1の
酵素濃度はVMを測定することに二より求めること
が可能となる。．
　なお高酵素低基質濃度実験Fこおいてぽ（1・・17）式
．により直接ka値及び酵素llミ度を求めることが理
論的にii∫能であるが実瞼デP“一“クーぱ未だ得られて
いないD’また特殊のInlllbitorを使．．用して酵素濃
5）　Si’Ler，　1，　W．：　Advanees　in　Enzymol．　，D，，　（19．43）．
（；）　Stearn，　A，　E　：　Advanees　in　Enzymol．　9，　25　“949｝．
7）　Stearn，　A，　E，：　Er．yebn．　Enzymorsch，　7，　1　（193Js）．
R，）Butler，　J．　A．　V．：J，　A皿．　Chem，　Soc、63，2971（194D．
p）　Vernon，　1．P，，　Mah！er，　H．R．　＆　Satrkar，　N．　K．　：　J．　Biol，
Chem．　199，　599　（19e53）・
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第2表 Michaelis恒　数（Km）t）、．tl）
酵　　　　　　素 基　　　　　質 　Kmlo1胱er’1 酵　　　　　　棄 基　　　　　質 　1（㎎lolliter】
’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r
マルター・ピ マルトー・ピ 2．1X．10－1 ガフクトキナーゼ ATP 2．0×10－3
グル瓢一．ビ 却x】o一琵 　　　　　　　　　・{スホグルコノ．ターゼ プドll・糖ω燐酸 高親和性
?? αrメチルグんコシド． 5．6XlO－2 ? （ブ　ドウキ唐〔L6〕＝燐F俊） 4．0×10－7
β・グルコシ．ダー・ビ． ヘリチン　　　　　　　　’ 1．6×】0曙 ボ．ス，1、ノルク　トキ．ノーーゼ 　　　　　　　　幽`TP 2．4×10一｛
・〃　　　　　　　　　　　　1 アルブチン 4．2XlO－2 ? 果鞘（6，燐酸 10司
? サリテン 2．0×10－2 71ぞ　λ　ボ　ク“　リ　ーヒ　　レr　」，　タ　一　ゼ r甑3）チドボス｝1ちグリ・ヒ　リ　ン　、 】．0－5酸
　　〃
w
S．6×］0－1 3ボゐホグリセレートキナー
fビ ADP 2．．O×10－4
サ　ツ　ノ∫ラ　一・ビ　　　　　　　　’ 薦　鵜 2．串×10－3 ? ATP 】．1×．10－」
? ラフイノーゼ 4，5k10－1 ? てL31ヂボA　，L　ク．リ　．ヒ　リ　ン_ 13×．．10『6
リパーゼ エチルD一マンデレート 5．OXIO司 ? 3　ボ　ス　「1」　ク．．リ　．じ　．リ　ン　酉虻 2．0×10『4
? エチルL・マンデレート r6×10－3 ? （照9＋＋， 2．5×10司
アル　カ　リ〒hス．ファ　ダーゼ（骨） β一グリ七　口燐酉塗ソーダ 1．1×10，．51〔ピルブイク）カル’ドキシ・ラー[ 幽物性ブドウ酸 3ρ×10一，
〃　　　　　　1腎，肝） 〃 Sβ×10－8 チロジン，デカルボキシラーEビ （補酵素） 工．．5XlO－s
〃　　　　　　　1小糊 ? 1、3×工0、2 アルギニンデカルボキシフー[ 　　LAルギ鼻ン 7．5×10『4
コ　リ　ンエ　ステブ　属ゼ ア七テルコリン L3×10一「～ ヒステヂンpデカルボキシラ[ゼ ドステヂン 7．5．×lo■“
〃　　　　　　　　　． フイゾステグミン 31ユ×10－8 オルニテン，デカルボキシラ．齔｡
　　　　　　　　　　，
Iルニチン 4，．OXコ0－3
7P　rL　づ一ノレ　一　コ　　1ノ　ン　　L　熟　テ　　フ　哨
[． アセチルβ一メチルコリン 5．4×10－4 〆’レタミン酸　　　　　　　F 2．5＞（10層2
ト＝」ヒ．ンニズテラー・ビ アトロピン 6．0×10適 〃　　　　　　　　． ? 3、6×ユ0一：書
　　　　　　」
Eレアーゼ 　　　　　　　　．A　　素 2．5×10－2 ボスホグリセロアルデヒドfヒドロゲナーゼ．〔酵母）1 DPN 詔．IX1〔｝一h
フ　鴻　ノ　幣～レλル　7ア　ターービ フェノーノし硫酸． O．7×10門4 〃　　　　　（筋肉） ボンも嗣れ　グ　リ　七　ロ　ア　ノし　デ噛ヒh 　　　　門T．0×1σ齪唱1
ロ　イ　シ　ン　ワρ　ミ　ノへ7。チタギー・ビ ‘M遼＋つ 4．0．×10弔 〃　　　　　1筋肉， DPN 　　　　罰R．9×10『’－
　　　　　　　　　　』Oリ・ア冒ルグリナンヂ・．くフプ’ダ
[ゼ
lCO＋＋1 2．S×10－5 乳酸覗水素酵素伽肉〕 DPN（浬元） 5、0×10司｝
　　　　　　　　　　印O　リ　・∫一．ルロ　イ　シ　ン　ノ」層ベフ　フ’ダ
[・r lMn＋＋1 LSx工0層唱1
? 繕性ブドウ酸 　　　　PX．o＞q〔｝一「’
トソンスγミダ『・ビ 〔コエンザイ4り L5×10－6　・ア．．ルコール肌水素酵素 bPN　I還元） 　　　　一R．OX1〔1一’，
? 1グルタミン．酸
Pオク・ザP酷酸
　　　し
z．4．×10－2 〃 DPN能化1　　　　　噛 9．0×10－5
1　ヴ rL一@ケー　ト　クィ／し　タ　ーノL酉委 ］．7×10－3 ア・しデヒ㍗一脱水素酵素 アセ1・アルデヒド 　一P0曽’圏
?
ア　γ　歳ン 1．5．×1Q－2 蟻酸一・競水素酵素． 蝋　　酸 7．0．×10　3
アノ．デリノ・一ゼ サイアミン O．S3×10『4 ブドウ精一6鱗酸，脱水素酵素 TPN Io－5
」」ノ．ノーゼ （Mg＋・｝ クエ　ン酉隻一矧免フk素再竿素 ク．エン酸 2．0×丁0一引
ンー」　ノー．げ　　　　糊 ノマーノL酸 　　　　　FS．1．XlO暫3 イ　ソ　ク．エン酉婁一刀免フ｝く素酵素 イソ．クエン酸 ユ．25×10－5
アコニターゼ クエン酸　1 ユ．1×ユ0一＝i 號珀酸一脱水素酵素 號珀酸 　　　以下Q．7×10一噛
? でソクエン酸 窪．Ox10一羽 グルタミン酸一股水素酵索 グ．ルタミン酸 7．5×10『3
デ’スルンヒド’ブーゼ チλテイン 10一曹 α一ア　．．ミ　ノ酒菱一酉斐fヒ甫影素 アラニン ，．0×10一圏3
ヘグソキナーゼ（酉湖・｝ ブドウ糖 1，5×1Q『引 ? 〔F．D．N．） 2．5x1⑪一7
? 恥　　料1∫ 2，0．×10－3 ノタチ・ン ブドウ耕 4．2×10一：～
7 マンノーゼ LO×10　4 　　　　　　　　　　　馳ﾃ一1・ク　L3一ム　レ ドク ター・巨 （F．M．N．） ］．．0×10，9
? ATP L2×IQ－3 リボキシグー・ビ リノー！レ酸 ユ，3×10『3
? （Mg＋＋｝　　　　　．　　　　昌 蹄xユ．o－ll ? 酸　　紫 ユ．2刈0一盗
炭醐1と水酵飛 H∫COI‘ 麗Xlo甲3 ト　　リ　7」　1・　プ　ア　　ナ　一　一ビ トリプトファン 4ユ×工σ曹己
（U．5℃）
ヘクノキナ一層〔筋肉1 ブドウ糖 2，S×ユ0一｛ ? ㈱酵．棄♪ 1．5×lo－6’
??「．
果　　糖 より大きい ツ・　ト　ク　＝2　一　ム　レ　ドク　タ　門・ビ DPN LgXIO『5
ガン．ク1・キナーゼ カソクトー・ピ
@　　　　　　　　　　幽
1．5×10腎コ 〃　　　　　　幽 ・ア　i．シ［P一ノ、 1．2》．で10－4
趨　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　．　一．　　→　囮．畠　」　．‘　　皿一」． ，A　畑
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第　3　表　　　分　　　角年　　　II鷺　　　数　　（ka）4》＾（t）
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酵 ．素
　アルカリポスファターゼ
　ウレアーゼ
　コリンエステラーゼ〔血清）　　　　・
　アセテルコリンエステラー一U
　　　t／　　　　　　（電氣騰器）
　淡酸脱水酵素
　ポ．スポリラーゼ（筋肉）
　トランスアミグーゼ
　エノ7一一ti
　7マラーゼ
　アコニターゼ
ヘクレキナーゼ酵剛
　　　11
　　　tl
幽　71ミス7弥ク“ノレコ∠、タ．一一E’
　　　　　　　　　　　　N
（3）ポλホグリtレーキナー一E’
　　　tl
　ピルベ：一トキナーゼ
　　　グ
　ミ．オキ『ナーゼ
　ア．ルドラーゼ1筋肉）
　宗スポトリオーズキナーゼ
　ボスホグリセロアル．デヒド脱水素酵
素（．酵イ；1：）
　　　〃　　　　　　　　（笏肉♪
乳酸・一脱水素．酵・素（筋肉l
　　　il　　　　　　（酵i｝1り
　アルコール脱水歯i酵素
　　　リ
　デイアホラーゼ
α一7　ミ　ノ西聖百菱．fヒ酵1紫
L一アミノ酸酸．化酵：素l
TPN一チ1・クロームレド’ケターービ
1豚）jf）
　　　　　　　　　　　　　　　（至聖の
PPN列・知一ムーレ1’クターゼ
?〔?? 1、e，塩、．・
β一グリ・ヒvl燐i西委
尿　　素
アセチルコリン
アセチルーβメチルコリン
アセチルコリン
｝1，CO3
ブドウ糟（1〕燐酸
グルタミン丙菱，　オクザロ西昌酉菱
2一ボスホeグリセリン酉菱
フマール酸
クエン酸
ブドウ糖
果　　繕
マンノーービ
ブドウ糖1燐酸
3ボスホグリセリル燐酸とADP
3ボスホグリセリン酸とATP
2ボス’馬無性ブドウ酉菱とADP
錐性ブドウ酸とATP
ADP
＝渠＝糖（1．6）＝燐酸
ボスホグリセ阿アル．デヒド
　　1／
乳　　酸
　　11
アルコtSル
　　tl
（補．酵素）
TPNとチトクロームC
TPNとチトクロームC　　　’
1　DpN　e．　一f一　i，　，7　pt’一　t．　c
02
O3
O3
?．??
????????????? ? ?
???????? ?
?．??????????????」 ）
02
?????
???
??????
?????。0
?
．??
?
02
O3
??
????????? ． ?????
02
O
??
1
?．94
S
??
→????? 。??．
酵素分子量
・1・・，…とし・・｛鼎2
460，000　｛2QOC
47，300
（tOO，OOOとして）
66，000
96，0QO
96，000
96，000
（100，000として｝．
‘IOO，000として）
118sOOO　（DPN　27）
70，000
68，900
6S，OOO
78，QOO　（‘．］．1　OC｝
?
『註』分解恒数の測定温度が大剖1分明確にされていないが，大．体常温〔20～300C）と見なされるであろう。
辱
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第4表　　活性化エネルギー（μ）4）’一6）
札幌医誌1953
酵 素
?
ボスフアターゼ（骨）
ウレアーゼ
リノぐ一一し～（月率）
　　〃
トリプシン
　　〃
　　〃
　　〃
キモトリプシ．ン
　　〃
　　〃
サッカラーゼ（酵母）
　　〃
サ’ツカラ西橘（麦芽♪
エステラーゼ（蛇）
コリンエステラーゼ
トロピンエステラーゼ
炭醐八六酵素
アミラーゼ（膵1
　　〃　　（麦芽）
三；炭糖燐酸ムターービ．
チモヘクサーゼ
ベフ。シン
！・ランスアミナーゼ
フマラーゼ
　　〃
晩水素酵素（細菌）
　　〃　　（〃）
　　〃　　r〃）
　　〃　　で〃）
　　〃　・（〃）
膜：水素酵素（筋肉）．
　　〃　　1〃♪
號珀酸脱水素酵素
　　　，
　　〃
　　〃　　　　　　　　　，
　　〃
　　　チロシナーゼ
ノレチフエラーービ願下葡，
1月旨耳プ∫一『可垂…イヒ？9P‘…素
ペルオキシダー翠㈱
　　ノノ
　　〃
　　〃
プリンアルデヒド脱水素酵素（乳）
チトクロームレ1“’クターゼ
基
β一グリセロ1舞酉空ソーダ
尿　　素
トリブチリン
トリブチトン～トリカプリリン
カゼイン
ベンッォィルーむアルガニンアミド
キモトリプシン
ストウリン
　　　　　　　　　　ベンッオイルーチロシルグリチルアミド
ペプシン（変性）
カービイン
薦　 糖
薦練， ラフィノーービ
瀟1　糖
メチルーブチレート
アセテルコリン
アトロピン
CO2
澱　　粉
　　〃
三炭糖燐酸
ナく芳描癖二1隣酉菱
カゼイン
グルタミン酸，焦性ブドウ酸
7マール酸．
かリンゴ酸幽
（註1）
果糖，ソルボーゼ
焦’1生．ブドウ酸
蟻　酸
マノレ　ト　一一ビ
オクザロ酷酸
民生ブドウ酸
號｝白井
（註II）
〔註III）　　　　　　　　　　　．
ヒポキサンチン
フルフラール，P一メトオキシベ｝ツアル
．デヒド
クレゾール　カテコール　　　　　，
ノレ．`フ皿ソン
ルピヌス油
H202とロイコーマラカイトグリーン
DPN
DPN
DPN
TPN
J
l
xi　（Cal／mol－i）
??????????????????????? 」???????　　
@　
??
　　
@　??
．?07??8
OG4??51
009??4i
0??????1
OC811
005??01
00．??IJ
000．???
000?，11
???00?，?1
00???????1
0075
???? ?????．?????
0．?9S
??0????1
00??』?
OO7?，6?
005
??
1
??????????????????｛
?????8
??
0???21
0049i ????，???，???，?? ???←　　ｽ
0．?
????51
???? ?? ?』????????????
006?，5
007??61
000??6?
000?，??
000????
00G81
007???
000??7」
0????11
．?01?，】1
P
000??01
000???1
000??91
000??．???
pH 温 度
﹈
「
」?????? ?
??????????????????????????????????????????????????????? 「
「
一????? ?? ????????
「
????????ゅ????????????????
?
一
一
一
「??????????????????????????，?????．?????????????????????????????
???????????????????????????????????????．?．
???
．??
??4～??
】
????????????????へO
曹
～0
～
～
～
～
???．?????
～31 ???．??～4
～
???
～
～
～
～
～
???????????
一
～
8??～
???????
??1～1
40
R0
R8
魔O
R0
R4??
〜．
～
～
～
?????????????????
〜〜〜?
4?
?｛
【 ??｛
～
～
．〜
????????? ?
～
～
． ? ??
～
～
05～
?????『???????
????????????????????
～
～
～
～
03～
???．
0??～
????????
～
～
??? ??
［
1??～0
???
～71
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度從ってまた分解恒数を求める事が可能である。
（第5章参照）この方法によりCholinesteraseの酵
i素濃度及び分解恒数が決定されている。
　多くの酵素反慮においてはk、1値を直接求める
ことが出訴なくても，eが淵．度に：より変化しなけ
ればVMの深度勾配ばkαの滑度勾配と見回し得る
から，それよりArrhenius式を用いて～舌性化エネ
ルギt・・（！t）を求め得る。
d一／i－nпFiY．）1bi　＝・，fLlisllintkd．　．．　．ti．，　．・・…J・・・・・・…一・・一・　（io）
即ち2種の源度T1及びTgにおけるVM1及びVM2
を測定し（10）式を定積分せる次式に入れる事によ
りμが得られる。
・＝23ﾁ（再臨）…●’’”…”（1’）
より精密にはμ値は種々の源度におけるVhl値を
満して，1・gV・・を・1｝　ertL対して図示して得られ
る直：線の傾潟より；次式により計算される。
　！t＝2．3xR×傾1寓・・…・………・’’’’’’’’”…”　（ユ2）
（10）式を不定積分するとμとk、1問の関係が得られ
る。　　　　　　　　　　　　　・．
　k、1＝ce－PiR「v　（c：積分恒数）一・………・…・・〔13）
Cの内容は不可説及び遷移JVこ1崖論（絶対反慮速度
論）により更に明確にされ得る。
　ka＝PZe－Aiit”／R””　．，，．．一・一・・一・・…　li一・…　一・・・…　．．，・　（14）
第5表　　活’性化エントロピー（∠S4）5）一9）
酵素或は触媒 基 ?｛?〜
ka＝tl．
^／V．　ettS”IRT　e－AII＃／PhaT　，・，．．．．・・・…d・・，・．．．　（15）
Zぽ反二分子種閣の毎秒の衝突数，Pは確率因子，
κぽ遷移係数（多くの場合ユに近い）を表わす。活
性化内部エネルギー（dEi」），活性化エンタルピP・一一
（∠H≒）及び活性化エネルギー（μ）の霊異はRTより
小さく，從って常淵．でぽ600caL程度以’下と考え
られるので通常3．者を区別する必要はない。
　かくして次の関係が得られる。
c－H　pz＝iir！ll’i一　ezs”iB　…一・・・・・・…一・・・・・・・・・・…　a6）
この数値ぽ多くの化学反慮におV、てほぼ一定の数
値（例えばJS』一5～10　ca1程度）を：示す事が認め
られているが酵素反慮においてもしかりとせば活
性化エネルギーはkα値を表わす基準となり得る
わけである。多くの酵素反慮に’おけるμ値が第4
表に：記載さる。
　μ及びkaが既知ならばσ5）式により活性化エン
トロピー（AS≒）が計算され得る（第5表）。多くの
酵素反慮の4勝が大略一10　ca1前後1にある～二とが
　　　　　　　　　　　　　注目される。特にウ
　　　　　　　　　　　　　レアFゼ．及び無機燭
アルカリポスファターゼ
ウレアーゼ
コリンエステフー’E
トリプシン
　11
　11
キモトリプシン
　11
雨声脱水素酵素
トテンXアミダーゼ
フマラーゼ
チトクロeムレドクタeゼ
水素イオン
　11
　1／
　11
　／1
　　dS；
Cal／mol／degue
β一グリセ・燐酸
尿　　素
アセチルコリン
ベンツオイルLアルギニンアミド
キモ］・リプシノーゲン
．ス1・ウリン
ベンツォィルチ監．rジルグリチルアミド
ベフ。シン
H，iCO，］
グルタミン酸及びオクザロ酷酸
フマール酸
DPN及びチトクロ・・一ムC
アセチルゲリミン
サリチン
arメチルグルコシド
マルトーゼ
尿　　：素
　一ユ5．4｛
　一　1］．or
　一　1．2
z2？，ll，
t　215，
＝罫：1
；器
：1雛
［，一　2g：：
工11：1
　一　14．0
dH等
Cal／mol
　9，940｛
　8，700
　11，700
，2：，igg
l？lggo，
ll：1器
翻1
，E，IG8，9
11：號
1撚
24，0roo
触7℃と仮定して計寛す。
　なをすべて次式によりkd及びdH・t’より計．算さる。
・…一・・｛1・9・ka＋器｝1・9脚…）｝
階媒（水素付・）rLよ
37　る尿素の水解反掌に
20おv・てdH≒値には顯
27N
　　　著なる差異があるが。．7
27　4S≒はほぼ同程度な
27　ることは興味深V・。
27
27　この事実ぽ第VI章
27　に詳述する如く酵素．
27反慮の律速段階翻三27
21　としてES体よりEP
60。 xを生する過釈にあ
　　　り，Michaelis錯合．
＿　休（ER）ぽES体であ
一　ろうという仮定を支
　　　持する。
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　　第皿章酵素反鷹に及ぼす温度致果「）），fi）
　多くの酵素反回謎疲ぽある淵．度範囲（通常0な
いし300C）に〕tり淵．度の上5Fに作ないArrhenius
式・e從って勒する・即ち1・gV・妹に対して
図示すれば直線となり，．その傾斜か活性化エネル
ギーを表わす。しかし更に滑度が上昇すると傾斜
???
一T
一．一．一．．．一b 戟j’
ぽ減少し始め途に速度ぽある温度における最大値
を経て下降する。この最大値を示す温度を至：適源
度という。この現象は酵素蛋白の熱変性により実
質上活性なる酵素濃度．の減少に基づくものと解釈
される。
　Sizer等5）は若干の酵素系におV・て0℃を：境とし
てV）rの温度勾配三って：又μ値の急激な変化が存
在することを：見出した（第6表）。
　この事実は酵素反身がA及びBなる2段階より
なり，そのおのおのの速度恒数，活性化エネルギ
ー及び活性化エントロピーをそれぞれkA，　kB，μA，
！．fB，∠Sズ及びJSぎにて表わせば，μB》μA且つ臨界
淵度（0℃）にお・V・てkA＝kBとおくζとにより．，即
’ちよ．り「高温．におヤ・てはkA《kBとなりA段階が律
第6表　活’性化エネルギー1μ）の低淵における変化
酵 素
リベーゼ
トリプシン
サッカラP・一ビ
基
?
トリブチリン
カゼイン
慮i　糖
　XIA
（ONOOC）
7，600
1，5，400
1．1∫孟OO
　　llB
（一　70　一一　ooC）
　キ　　　　キゴS一逝SA
37，000
65，000
60，000
110
1SO
180
速となり活性化エネルギーはμA．となり，より低
温においてはkA》kB，二ってB段階が律速となり
活性化エネルギーはμBとなるであろうことは容
易に了解される。また絶対反感速度式を適用せば
両段階の活性化エントロピーの夢異が次式により
求められる。
蕩讐一4s莞一dsx
第6表に示せる如くB段階がA段階よリユ00caL
以上の大きな活性化エントロピーを有する事が注
tlされる。この点につbては第6章において．夏に
詳論することとする。
　Michaelis恒数（K皿）がER体の解離『三衡恒数（K・R）
に等しいならば，その温度勾配を測定することに
よりER休の形成熱口H），遊離エネルギー（dG）及
びエントロピー変．化（dS）が求められ得る（第7表）。
第7表　ES体の斯・謂形成熱（ZiHn、）及び形成エン1・・ピー（tiSm）
酵 索 質
炭酸脱水酵素
クエン丙凌π死ブk・素酵素
庶糖水解酵素
エムルジン
DPN一チトクロ・・，ムレドク岡山ゼ
1　H，，co3
　クエン酸
　窟｛　糖｛
　メチルグルコシド
　エチルグルフシド
　DPN
dHni
Cal／mo1
00?0??十
00?31?
0～???????????
　　ziSm
Cal！mol．　degue
?
十
59．6口2曹50c）
27．3
1．4
］5，3
　熱による酵素の’不活性化は本質的に蛋自変性と
同じ過程と老えられる。両．者に共通なる二1噺致は，
4H≒が極めて大きいが，それは主として4S≒に基
づくものであり，4G≒は比較的一定で且つ小さく
日雀4号 大野一酵素反磨’機構に関する諸考察　1， 229
? 8 表
エ■、ルジン
卵アルブミン
テタノリジ．、
トリプシン
窟1糖水解瀞素
ヘモグロビン
インシ＝リン
淵　　度
（eCi
60
65
50
，r）0
50
60．er
80
dHU一
45，000
132，000
］　7tia，600
40，000
110，400
75，600
35，600
4s紫
6，5．3
316
459
44．7
263
］53
23．S
dG＃
23，200
25，400
24，3一　oro
f．or，”I　OO
2s，or　oo
24，700
L）7，200
pH
??????
水素結合の破壊水
1
??????????
??
II
5
6??
8?
7??
???』
???
??
曇って反慮速度．もほぼ一兆の大V・さなることであ
多。Stearn‘りはこの∠S≒が一11として水素結・含Q破壊
に基づ．くものと考え1個の結合の破壊のエントロ
ピー埆加をユ2Kcal及びエンタルピー塘加を5Kcal
と推定して酵素不活性化に際してのAS≒及びtiH一＝
より活性化に際して破壊される結合の数を算出し
てV・る。liSキ及び4H等より計算された結合破．壊
撒はほぼ一一・致するが，ris；よりの計算位がやや低
いf直がしばしば得ら才しることはエントロピre変化
の少ない反骨が若干の酵素不活性化の過程のtt；JJ期
に包含されてV・るものであろう（第8・表）。
　Anson＆“（irskyio）は活性（未変性）Trypsinと不
活性（変性lTrypsin　MIのント衡を研究して第9表の
如き結：果を得ていることは興味深V・。
第9表
Ka
AGa
AHa
dSa
　7．20
一・ H，269
67，600
　213．1
ka
liG＃
　張
．興
ゴS∫
o．er．700
40．200
44．7
k－a
dG　Ha
AH：a
ZiS：：k
　27，QeO
一　27，400
一　168．4
第IV章　水素イオン濃度の及ぼす効果4）」1）
　酵素の活性度即ち反慮速度は水素イオン濃．度に
極めて特微ある依存｛生を示す。或る特定のpH範
囲（至適pH）において最大の活性度を示し，この
両側において活性度は訳第に下降して零に：蓮する。
活性度がpHに対して図示されるならば，鐘型の
曲線，いわゆるpH活性度曲線が得られる。
　Michaelisはこの曲線が弱電解質の解離曲線に：
近似することを指摘し，両性電解質なる酵素の不
’荷電型が活性を有するものと考えた。実際に酵素
の等電点と至適pH闇には大略の一致が認められ
る。例えば等電点2・85のPepsinの至適pHは
ユ．5～2．2であ1），7．50のTrypsi11でば7．8，また
。「．05のUreaseでは6．6である。酵素の活性度が
その一・部を占めている活性中心に依存するものと
考えれば，活性中心の等電点と酵素蛋白全休とし
ての等電点の聞に若1＝の不一・致が存することは当
然であろう。基質が電解質である場合には基．質の
解離も酵素作川に影響を及ぼし，從ってpH曲線
に寄輿するであろうことが当然予測される。
Northropは種々の蛋ド｛永日鞘孝素の種々の基質につ
いてのpH曲線が基、質の解離曲線に近似する事を
指摘している。
　先ずpHの効果が酵素のみ1こ限定された場合を
考察しよう。酵素の荷電高富に関してぽ次の3型，
E，HE及びH2E＋を考’えれば充分である。
H闘・冊Ka一工_下L一…（1）
H・E・t－4’＋H・K・一工鴇禺三一・……（・）
但しKaくK：bである。
先ずこれ等の酵素の3型が墓質と結合し得るが，
不荷電型（HE♪のみが分解を行い得ると仮定する。
　　　　　kh　k’a　S十HE，〈．－r－S－HE一一ib　HE十p　一・一・・・・・…　一一・一　（3）
　　　　　k．b
10）　Anson，　M．　L．　＆　Mirsky，　A．　E．：　」　Gen．　Physiol．
　　17，　393　（1934）．
11）　Waley，　S．　G．：Bioehim，　et　bisphys．　aeta　10，　27　（’1953・　）．
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S－H圖・＋S－EKん一玉懸薪］一…（・）
s－H，E＋F）：H＋＋s－HE　KI，＝［H－mi’？1［．SEIII？］．，．（s）
水素イ」8’　〉．の出入は酵素と基質の結合に比して極
めて迅速であろうから，SE一体及びSH，E＋休の
（4）．及び（5）式によるProton．移動を考慮せば，酵素．
の荷電型と墓質の結・含は：無回し得るであろう。
或る水素イオン濃．度（h）にて酵素濃．度C．及び基質
濃度Soの反吐において先ず訊の関係が成立する。
・一［H・］（1＋憲＋築）
＋［s－HE］　（i＋klll＋一1〈lit：．）　，・・，，．，…一・，・・，，．　（6）
定常欣態にお・V・てぽ
fl一！［9illll｝；SklE］一＝k，，［HE］一（kl＋k，t［s－HE］＝o…　〈，7）
が成立する。これを㈹式に入れれば
・一［・H・］∫（・＋之＋響）
　　　　　（1＋ttl＋tti）
　　　　　　し
＋聖・＋盗鼎｝・…・
となる。かくして訳式が得られる。
Vh　f　一（一g：1fi），，　＝　（Ng’？）ii
　　　　　　　　　　　ka　・　e　・　s’
・・・… @（8）
　　　・・（　h　Kk1＋可＋T）＋喚＋齢築）
　　　　　　　　　　’””’”’”’一一・一一・・一一一一・一・　（10）
舳・畷瓢一。瀞て御・・
磁一ほ聯制董・・…・・…一…一・（11＞
この仇を（10）式のhに．入れれば
　V，，pt　＝
　　　　　　　　　　kd－e・so
　　s。＋Km＋2｛（Kn］／Kb＋s。／Kil）（K：f、Km＋K託so腸
　　　　　　　　．，”，．，，．，，．，，．，，．．，，一・・一r一・“・’’’’’’”　（12）
が得られる。これ等の一一・般式を直ちに実際の酵素
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（9）　　　・（1＋虫．＋KんKl，　’　h）＋Km（・＋造＋条）
これに初期認諾及び低VE孝素濃度條件即ちSu　’・9　sを
入れれば次の速．度式が得られる。
　　　　　　　　　　　ka　・　e　一so　Vh・二
札幌医誌」953
風，感に適弔することは困難であるが若干の仮定或
は三三を輿えることにより有用な式が得られる。
　先ず酵素の電難恒数が基質との結合により影響
を受けない。即’ちK。＝風且つKb＝K6と仮定せ
ば次式が得られる。
V・，・・・・…）h　…議（砧＝、＋諜＋辱
　　　　　　　’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’””’’’’’’’’””　（1，0，）
晒い鳶（kd）ept二ﾊ）i
　　　　　　　’’’’’’’’’’’’’’”・・一…　一・一・・一・・…　一一・一・　（14）
K辺はpHにより変化しないが，実測せる分解恒数
（ka）は：pHに：イ衣存する。　H　istidaseに：よるHistidine
の分解が本式により解釈される。更にKa《Kb
　　　　　　　　　Ka　　　　　　　　　　　　．且つ（k，1）opt　＝　k、1となる。と仮定せぱ（kd）h＝　　　　　　　　　・＋無
從って’
vVDiC’C　＝h＋h戟q，，　”一’”一’’’’’’’”‘’’’’’’’’’’’’’’’’’”　（15）
となる。この式ぽSaccharaseのpH活性度曲線が
酸性側では基．質濃．度に依存するが，アルカリ性側
では無関係なるととを説明する。
　基質が酵素の不荷電型（HE）のみと結合する場
合にぽ次式がmpr・られる。
V］i＝ka’e’
狽r，＋（O－1〈，．），．（Krn）h＝Km（1＋tg，＋lil，！）
　　　　　　　一，，，．．，．．，．，，，．，，，．，，，，．，，，，一・．，一・一・　（16）
V・P・一・（1　P・・c編　　（脇田｛1＋・（罰………一・（17）
kdはpHにより変化しないが実測せるMichaelis
恒数（Km）はpHに依存する。更にK：．、《Kbと仮定
せば（K、。、。p七＝K。、となり次式が得られる。
V“：．．i＋atP，＋a－lil，fLa　（a＝一Kkrii，，）一・・as）
v。p右／Vhを酸性側ではh，アルカリ性側ではエ／hに
対して図示すればK。及びKbが求められる。
　Acetylcholinesteraseが本式により考察されてい
る。
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　次に基質もまた次の如く解離する場合を老えよ
．う。
SHeS一＋H＋　K，＝＝一［S一m］刀mgHn’］・一・一一・・i一・・一（19）
酵素の不荷電型と基質の不荷電型のみが結合する
と仮定する。
v・」k1・e・G臨「，
（Kn］）h一i・＋舟．）（・＋去＋を）臨一・…（2・）
更にKa＝0とせば
Vb　一　K・・e・C。＋表莇，
　　　（Km）h　＝＝　（1　＋4一，C”）　（1　＋ilk）　Km　’’’”“’‘’　（21）
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Vop！＝kd’e’窒汲煤@kOn，）．　t，
（Km）opt　＝　（1　＋（KK’　：）蓋｝2Kni一・………（22）
となる。ArginaseによるArginineの分解が本式
により解釈される。本式によればMfchaelis恒数
のみがpHとともに変化し，至適pHにお・V・て最
小となることを示すが，Arg｛ni，　se系においては分
解恒数もまたpHとともに変化することが認めら
れる。これは酵素の荷電型も基質との糸占合に参與
することによるものであろう。
　　　　　　　　　　　　　（昭和28．6．20受付）
　　　　　　　　　（Continued　on　Vol．　4，　No．　5）
，
